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DOMAINE DE ^INVENTION 

. La presente invention se rapporte au domaine de I'insertion ciblee 
d'un acide nucieique d'interet dans une localisation choisie d'un acide 
5 . . nucieique genomique present dans un chromosome contenu dans une 
cellule procaryote ou eucaryote. 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

10 La mise au point de techniques efficaces et reproductibles en vue de 

I'insertion ciblee d'un acide nucieique d'interet a un endroit choisi de I'ADN 
d'un chromosome fait actuellement I'objet de nombreux travaux, en 
particulier de travaux relatifs a la mise au point de techniques de therapies 
geniques cellulaires somatiques, qui visent a prevenir ou trailer des 

15 pathologies humaines ou animales associees a un deficit d'origine genetique. 

Ces techniques sont utiles pour traiter des deficits gen§tiques 
provoques par la mutation du gene sauvage initial. On peut citer par exemple 
le gene cftr dont certaines mutations provoquent la maladie de la 
mucoviscidose , aussi designee fibrose kystique. 

20 L'insertion ciblee d'un acide nucieique au sein d'un ADN 

chromosomique est egalement utile dans le cadre de precedes de production 
d'animaux transgeniques modeles, notamment afin d'etudier les effets 
physiologiques de la surexpression (animaux « knock-in ») ou au contraire 
du blocage de I'expression (animaux « knock-out ») d'un gene d'interet, 

25 notamment en vue de mettre au point de nouveaux medicaments. 

Differentes techniques d'insertion ciblee d'un acide nucieique d'interet 
a un endroit precis et predetermine de I'ADN d'un chromosome sont d'ores et 
deja disponibles. De nombreuses techniques ont ete detaillees notamment 
dans un article de revue de CAPECCHI (1989). Par exemple, on a decrit des 

30 techniques d'insertion ciblee d'ADN par recombinaison homologue par co- 
transformation de cellules avec deux vecteurs distincts, respectivement un 
vecteur contenant un gene de selection et un vecteur utilise pour la 
recombinaison homologue, ces techniques etant utilisees en particulier pour 
I'interruption d'un gene cible (Reid etal, 1991). 
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On a aussi decrit des systemes de recombinaison homologue a deux 
vecteurs, respectivement (i) un premier vecteur destine a etre integre dans le 
genome cibie et foumissant un site unique de recombinaison homologue et 
(ii) un second vecteur comprenant la sequence d'interet a inserer au niveau 
5 du site unique de recombinaison prealablement integre (brevet US N° 5,998, 
144). 

D'autres travaux concernent des systemes de recombinaison 
homologue dans lesquels trois partenaires moleculaires, respectivement (i) 
un fragment d'ADN donneur double brin, (ii) un premier ADN de liaison 
10 double-brin et (Hi) un second ADN de liaison double brin (brevet americain 
N° 6,207,442). 

[.'utilisation de vecteurs retro-viraux pour realiser I'insertion ciblee 
d'ADN par recombinaison homologue a egalement ete decrite (brevet 
americain N° 6,281,000), ainsi que {'utilisation de vecteurs comprenant deux 
15 genes marqueurs de selection, respectivement un marqueur de selection 
negative et un marqueur de selection positive (brevet americain N° 
6,284,541). 

On connaTt aussi des techniques de recombinaison homologue qui 
tirent parti de la formation d'une structure du type triple helice d'ADN a 

20 I'endroit du chromosome prealablement choisi pour I'insertion de I'ADN 
d'interet, comme cela est decrit notamment dans les brevets americains US 
N° 5,962,426 et US N° 6,303,376. 

Toutefois, la pratique des techniques de recombinaison homologue ci- 
dessus illustre le fait que les sequences d'ADN d'interet exogenes 

25 transferees dans des cellules, en particulier des cellules eucaryotes, ne 
subissent des evenements de recombinaison homologue, avec les 
sequences endogenes homologues de I'hote cellulaire, qu'a des frequences 
tres basses de recombinaison, ce qui necessite le recours a la transfection, 
puis la selection, d'un tres grand nombre de cellules afin de produire au 

30 moins un clone de cellules recombinantes pour lequel la sequence d'ADN 
d'interet a effectivement ete inseree a I'endroit choisi du genome. 

De plus, pour certaines des techniques ci-dessus, le ou les vecteurs 
d'ADN utilises pour realiser la recombinaison homologue n'est (ne sont) pas 
elimine (s) de I'h6te cellulaire, ce qui entraTne de nombreux inconvenients, 

35 notamment du fait que ces vecteurs d'ADN comprennent en general des 



genes de selection consistant en des genes de resistance a divers 
antibiotiques, susceptibles de diffuser subsequemment dans I'hete 
procaryote ou eucaryote recombine . 

De facon generate, !es techniques de ciblage de genes dans les 
organismes eucaryqtes superieurs se heurtent au fait que les evenements de 
recombinaison non homologue sont de 1000 a 100 000 fois plus frequents 
que les evenements de recombinaison homologue. L'absence de technique 
permettant d'augmenter efficacement. la frequence de recombinaison 
homologue a oriente les recherches vers le developpement de systemes 
d'enrichissement en clones recombinants . homologues bases sur des 
selections genetiques dont I'objet est d'eliminer les clones recombinants 
chez lesquels se sont realises des evenements de recombinaison non 
homologue. Cependant, du fait de la frequence tres faible des evenements 
de recombinaison homologue, et malgre la forte pression de selection 
exercee sur les clones cellulaires recombinants, il est souvent tres difficile 
d'obtenir les clones recombinants recherches, a fortiori de maniere 
reproductible. 

DESCRIPTION DE L'INVENITION 

Le demandeur s'est attache a mettre au point un procede permettant 
rinsertion ciblee d'un ADN d'interet dans le chromosome d'une cellule, par 
recombinaison homologue, avec une haute frequence des evenements de 
recombinaison homologue, et a I'issue duquel le vecteur porteur de la 
sequence d'interet a inserer de maniere ciblee, qui peut comprendre des 
sequences indesirables tels que des genes de resistance aux antibiotiques, 
est elimine. 

II est montre selon I'invention que la mise en contact d'un 
polynucleotide comprenant un acide nucleique d'interet avec un agent 
mutagene qui cree, dans ledit polynucleotide, des lesions susceptibles 
d'interferer avec sa replication dans la cellule, permet rinsertion ciblee, par 
un evenement de recombinaison homologue, de cet acide nucleique d'interet 
dans une localisation choisie dans le genome de ladite cellule, avec une 
haute frequence de I'evenement de recombinaison homologue. 
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Simuitanement, les parties du polynucleotide, autres que I'acide . 
nucleique d'interet qui est initialement inclus dans ce dernier, sont eliminees 
de la cellule note procaryote ou eucaryote recombinee. 

Les agents mutagenes selon I'invention sont choisis preferentiellement 
5 parmi les agents qui bloquent la replication de I'ADN dans la cellule 
procaryote ou eucaryote et qui creent ainsi des structures recombinogenes 
au sein de I'ADN traite par lesdits agents mutagenes. Par structure 
recombinogene, on entend une ou plusieurs regions de I'ADN traite dans 
lesquelles la structure double brin de I'ADN est affectee, par exemple par 
10 creation d'un mesappariement des bases, ce qui inclut une eventuelle 
coupure de Tun des brins d'ADN, ces structures recombinogenes etant 
reconnues par les complexes enzymatiques cellulaires participant a la 
reparation et a la recombinaison de I'ADN. 

En particulier, il est montre selon I'invention que la mise en contact 
15 d'un polynucleotide comprenant un acide nucleique d'interet avec I'agent 
mutagene N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO-AAF) permettait 
I'insertion ciblee, par recombinaison homologue, de cet ADN d'inter§t dans 
une localisation choisie de I'ADN d'un chromosome contenu dans une 
cellule, avec une haute frequence de l'evenement de recombinaison 
20 homologue. 

On a aussi montre selon I'invention que la fixation des molecules de 
N-AcO-AAF sur le polynucleotide comprenant I'ADN d'interet permettait 
I'obtention d'evenements de recombinaison homologue non reciproque dans 
le sens du polynucleotide vers le chromosome, avec une frequence tres 

25 elevee. Cette frequence peut §tre superieure a 0,05 evenements de 
recombinaison homologue par cellule transfectee. 

L'invention a done pour objet I'utilisation d'un agent mutagene 
bloquant la replication de I'ADN dans la cellule pour inserer in vitro un acide 
nucleique d'interet au sein d'une sequence nucleotidique predeterminee 

30 presente dans un chromosome contenu dans une cellule procaryote ou 
eucaryote. 

Un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN dans la cellule 
englobe, selon I'invention, tout compos6 chimique naturel ou de synthese, ou 
encore un rayonnement ultraviolet (UV), dont I'activite de blocage de la 
35 replication de I'ADN peut §tre determinee par toute technique connue de 



I'homme du metier , par exemple la technique decrite par FUCHS (1984), qui 
utilise I'activite exonuclease 5'-» 3' de I'ADN polymerase du phage T4, 
laquelle est bloquee au voisinage des bases chimiquement modifiees. 

Avantageusement, I'agent mutagene est choisi parmi le N-AcO-AAF, 
les agents alkyiants, !e benzo(a)pyrene-diol-epoxyde (BPDE), ou encore un 
rayonnement U.V. 

Lorsque I'agent mutagene consiste en un rayonnement UV, I'ADN a 
traiter est avantageusement irradie .par une source de rayons UV 
immediatement avant I'utilisation de cet ADN pour transferer les cellules. 
Par exemple, I'ADN peut Stre ajuste a la concentration de 100ug/ml dans un 
tampon TE (pH 8,0) puis irradie a la temperature de 20°C-25°C a la 
puissance de 1,8 J.m- 2 .s- 1 a I'aide d'une lampe germicide, par exemple la 
lampe referencee G8T5 (General Electric). 

Preferentiellement, I'agent mutagene est le N-acetoxy-2-- 
acetylaminofluorene (N-AcO-AAF). .;■ 

Le compose N-AcO-AAF est connu dans I'etat de la technique en tant 
qu'agent mutagene. Le compose N-AcO-AAF a notamment ete utilise dans le 
cadre de travaux academiques relatifs a I'etude du mecanisme de reparation 
de I'ADN des cellules bacteriennes: Lorsque le compose N-AcO-AAF est mis 
en contact avec un piasmide bacterien qui est subsequemment transfecte 
dans des cellules d' Escherichia coli, on observe une induction des 
mecanismes intracellulars de reparation de I'ADN, lesquels par des etapes 
d'excision puis d'elongation de I'ADN dive, permettent la survie du piasmide 
dans les cellules de E.coli (Schmid et al., 1 982). 

II a aussi ete montre que la frequence de certains evenements de 
recombinaison homologue, du chromosome vers le piasmide, peut etre 
augmentee lorsque le piasmide est prealablement traite avec le N-AcO-AAF, 
dans un systeme cellulaire Escherichia cod. 

^ Ainsi, Luisi-DeLuca et al. (1984) utilisent un piasmide portant le gene 
lacY* dans un hote bacterien de phenotype LacY" . Apres transformation de 
la cellule bacterienne par le piasmide, la majorite des bacteries transformees 
sont de phenotypes Lac . Les transformants Lac obtenus proviennent d'un 
transfert de I'allele lacY du chromosome vers le piasmide. 

II a ete montre pour la premiere fois selon I'invention qu'un agent 
mutagene tel que defini ci-dessus, en particulier le compose N-AcO-AAF, 



lorsqu'il est mis en contact avec un polynucleotide comprenant un ADN 
d'interet a inserer de maniere ciblee dans le chromosome d'une cellule 
procaryote ou eucaryote, est capable d'induire un transfert de I'ADN d'interet 
dudit polynucleotide, qui peut etre par exemple un plasmide, vers le 
5 chromosome, et ceci avec une frequence tres elevee des evenements de 
recombinaison homologue non r6ciproques du polynucleotide vers le 
chromosome. 

L'invention a done egalement pour objet un procede pour inserer in 
vitro un acide nucleique d'interet inclus initialement dans un polynucleotide, 
10 au sein d'une sequence nucleotidique predeterminee presente dans un 
chromosome contenu dans une cellule procaryote ou eucaryote, caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes de : 

a) mettre en contact le polynucleotide comprenant I'acide nucleique 
d'interet avec un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN dans la 

15 cellule ; 

b) transfecter des cellules procaryotes ou eucaryotes avec le 
polynucleotide tel qu'obtenu a la fin de I'etape a) ; 

c) selectionner les cellules procaryotes ou eucaryotes pour lesquelles 
I'acide nucleique d'interet a ete integre dans la sequence nucleotidique 

20 predeterminee. 

De preference, le procede ci-dessus comprend en outre I'etape 
suivante : 

d) selectionner, parmi les cellules procaryotes ou eucaryotes 
selectionnees a I'etape c), les cellules dans lesquelles les sequences du 
25 polynucleotide, autres que celles de I'acide nucleique d'interet, ont ete 
eliminees. 

Avantageusement, le compose N-AcO-AAF est prepare par synthese 
chimique a partir du Nitrofluorene, selon des techniques connues de I'homme 
du metier, comme par exemple la technique decrite par LEFEVRE et al. 
30 (1978). 

Le Nitrofluorene de depart, ainsi que le compose N-AcO-AAF final, 
peuvent etre obtenus notamment aupres de la Societe AMERSHAM. 

On a montre selon ('invention, que la frequence des evenements de 
recombinaison homologue non reciproque du polynucleotide, par exemple un 
35 plasmide, vers le chromosome, augmente avec un nombre croissant de 
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lesions ou de bases chimiquement modifiees provoquees par I'agent 

mutagene dans ledit polynucleotide. 

Par exemple, on a montre selon ('invention que la frequence des 

evenements de recombinaison homologue non reciproque du polynucleotide, 
5 par exemple un plasmide, vers le chromosome, augmente avec un nombre 

croissant de molecules d'agent mutagene, comme le N-AcO-AAF, fixes sur 

ledit polynucleotide. 

Ainsi, la frequence d'evenements de recombinaison homologue passe 

de 5,61 x 10" 4 pour dix molecules de N-AcO-AAF par molecule du 
10 polynucleotide comprenant I'acide nucleique d'interet, a plus de 600 x 10" 4 

pour 67 molecules de N-AcO-AAF par molecule du polynucleotide 

comprenant I'acide nucleique d'interet. 

Des frequences accrues de recombinaison homologue non reciproque 

du polynucleotide vers le chromosome peuvent etre obtenues avec des 
15 rapports encore plus eleves de lesions de I'ADN ou de nombre de molecules 

d'agent mutagene, comme le N-AcO-AAF, par molecule dudit polynucleotide. 
Ainsi, le nombre de lesions de I'ADN ou de molecules d ? agent 

mutagene par molecule dudit polynucleotide comprenant I'acide nucleique 

d'interet peut depasser 100/1. 
20 Ayantageusement, a I'etape a) du precede, la concentration finale de 

I'agent mutagene utilise est adaptee a la fixation d'au moins 10 molecules . 

d'agent mutagene par molecule du polynucleotide. Preferehtiellement; la 

concentration finale de I'agent mutagene utilise est adaptee a la fixation d'au 

moins 50 molecules de cet agent mutag&ne par molecule du polynucleotide. 
25 Selon ('invention, le nombre de molecules de I'agent mutagene, en 

particulier de N-Aco-AAF, par molecule du polynucleotide comprenant I'acide 

nucleique d'interet est au minimum de 10/1 et peut aller au-dela de 100/1, 

par exemple jusqu'a 200/1. 

Avantageusement, le nombre de molecules de I'agent mutagene par 
30 molecule du polynucleotide comprenant I'acide nucleique d'interet est 

compris entre 10/1 et 100/1, le rapport optimal nombre de molecules de 

I'agent mutagene/molecule dudit polynucleotide etant choisi en fonction de la 

frequence de recombinaison homologue non reciproque du polynucleotide 

vers le chromosome desiree. 



Afin d'obtenir le rapport molaire desire agent 
mutagene/polynucleotide, I'homme du metier peut faire varier (i) les 
concentrations relatives dudit agent mutagene et dudit polynucleotide qui 
sont mis en contact a I'etape a) du procede et/ou (ii) la duree de I'etape a) de 
5 mise en contact dudit agent mutagene avec ledit polynucleotide. 

De preference, pour un polynucleotide donne, d'une taille donnee, on 
modifie le rapport molaire agent mutagene/poly nucleotide en faisant varier la 
duree de I'etape a) de mise en contact entre ledit agent mutagene et ledit 
polynucleotide. 

10 De meme, pour I'obtention d'un rapport molaire agent 

mutagene/polynucleotide donne, on fait varier la duree de I'etape a) en 
fonction de la taille du polynucleotide considere, la duree de I'etape a) etant 
d'autant plus longue que la taille du polynucleotide est grande. 

L'homme du metier peut aisement determiner si, a la fin de I'etape a) 

15 du procede, le rapport molaire agent mutagene/polynucleotide desire a ete 
atteint, selon des techniques conventionnelles. 

Par exemple, a la fin de I'etape a), une fraction aliquote du melange 
agent mutagene/polynucleotide est prelevee et les molecules libres d'agent 
mutagene sont eliminees, par exemple par precipitation de 1'ADN puis 

20 filtration sur filtre de nitrocellulose. 

Puis, on determine respectivement le nombre de moles du 
polynucleotide et le nombre de moles d'agent mutagene fixees sur ledit 
polynucleotide afin d'etablir le rapport agent mutagene/polynucleotide qui a 
ete atteint. 

25 Le nombre de moles du polynucleotide contenues dans la fraction 

aliquote peut etre classiquement determine par spectrophotometrie UV a la 

longueur d'onde de 260 nanometres. 

Le nombre de moles de I'agent mutagene fixees sur ce polynucleotide 

peut etre determine par mesure de radioactivite, par exemple lorsque, pour 
30 les essais, on a utilise un agent mutagene marque avec un isotope radioactif, 

tel que 3 [H]. 

Une molecule d'agent mutagene se fixe sur une base du 
polynucleotide. Le resultat peut done etre exprime en pourcentage de bases 
du polynucleotide qui ont ete modifiees par I'agent mutagene. 



Par exemple, on a determine selon l'invention, (orsqu'on a traite un 
plasmide d'une longueur de 5000 paires de bases, que les rapports molaires 
agent mutagene/polynucleotide etaient respectivement de 13 (0,26% de 
bases modifiees) pour une duree de I'etape a) de 4 minutes, 28 (0,36% de 
bases modifiees) pour une duree de 8 minutes, et 56 (1,12% de bases 
modifiees) pour une duree de 20 minutes, apres mise en contact de 60 ug du 
polynucleotide en solution avec 1 ,2 ug de N-AcO-AAF. 

Pour la mise en ceuvre de I'etape a) du procede, le polynucleotide 
comprenant I'acide nucleique d'interet est avantageusement en suspension 
dans un tampon salin, de preference un tampon citrate, eventuellement 
additionne d'ethanol. 

L'agent mutagdne est en solution dans un solvant appropri6. Dans le 
cas du N-AcO-AAF, on utilise de preference i'ethanol. 

Pour un essai donne, I'homme du metier adaptera le rapport molaire 
agent mutagene/polynucleotide, par de simples essais de routine, .jusqu'a 
I'obtention de la frequence optimale d'evenements de recombinaison 
homologue recherchee. 

De mantere surprenante, on a montr§ que le procede selon 1'invention 
permettait I'insertion ciblee d'acides nucleiques de grande taille, superieure a 
1,5 kilobases. Cette caracteristique du procede de l'invention est 
particulierement avantageuse, car elle permet notamment I'insertion.. ciblee 
de sequences genomiques de genes entiers, avec toutes les sequences 
fonctionnelles presentes dans les introns des ge-nes, qui ne sont pas 
retrouvees par exemple dans PADNc correspondent. 

De maniere generate, I'acide nucleique d'inter§t a inserer dans le 
genome de la cellule procaryote ou eucaryote inclus dans le polynucleotide 
comprend au moins, respectivement a son extremite 5' et a son extremite 3', 
des sequences nucleotidiques ayant un haut degre d'identite, de preference 
superieur a 99,5%, et encore mieux superieur a 99,6%, 99,7%, 99,8%, 
99,9% d'identite, sans lacune ou « gap », avec les sequences 
correspondantes de I'ADN cible contenu dans le chromosome. De 
preference, ces sequences localisees respectivement aux extremites 5' et 3' 
de I'acide nucleique d'interet sont identiques aux sequences des extremites 
respectivement 5' et 3' de la sequence cible visee qui est presente dans le 
chromosome, afin d'accroTtre encore la frequence de's evenements de 



recombinaisori homologue. Les sequences flanquantes localisees 
respectivement aux extremes 5' et 3' de I'acide nucleique d'interet inclus 
dans le polynucleotide utilise pour la transfection comprennent au moins 100 
paires de base, de preference au moins 300 paires de base successives 

5 identiques aux sequences cibles correspondantes dans le chromosome. Plus 
la taille des sequences flanquantes 5' et 3' est grande et plus la probability 
d'obtention d'une haute frequence de recombinaison homologue est elevee. 
De maniere generate, on prefere des sequences flanquantes ayant de 300 a 
1500 paires de bases identiques avec les sequences cibles correspondantes 

10 natives dans le chromosome. 

Des sequences flanquantes homologues d'une longueur superieure a 
1500 paires de bases peuvent aussi §tre utilisees. 

Selon un mode de realisation tout a fait prefere du procede, i'acide 
nucleique d'interet a inserer dans le genome, qui est inclus dans le 

15 polynucleotide, comprend une sequence marqueur de selection. 
Preferentiellement, la sequence nucleotidique marqueur de selection 
consiste en un gene marqueur de selection qui s'exprime dans la cellule hote 
procaryote ou eucaryote apres I'insertion ciblee, par recombinaison 
homologue, dudit acide nucleique d'interet a I'endroit choisi du genome. 

20 Avantageusement, le gene marqueur de selection est choisi parmi : 

a) les g§nes marqueurs de selection fonctionnels chez E. coli , tels 
que les genes de resistance a 1'ampiciline, la tetracycline, la kanamycine, le 
chloramphenicol ; 

b) les genes marqueurs fonctionnels dans les cellules de mammiferes, 
25 tels que les genes de resistance a la neomycine ou a la zeocine. 

c) les g&nes marqueurs codant une proteine fluorescente telle qu'une 
GFP (« Green Fluorescent Protein ») ou YFP (« Yellow Fluorescent 
Protein »). 

Pour choisir un gene marqueur de selection approprte, I'homme du 
30 metier se referera avantageusement a I'ouvrage de Sambrook et al. (2001). 

Le gene marqueur de selection inclus dans I'acide nucleique d'interet 
permet ainsi aisement de realiser I'etape c) de selection du procede selon 
l'invention. 

En effet, la sequence marqueur de selection incluse dans I'acide 
35 nucleique d'interet rend aisee la selection des clones de cellules procaryotes 



ou eucaryotes initialement transferees avec le polynucleotide comprenant 
ledit acide nucleique d'interet, lesquelles cellules ont integre, par 
recombinaison homologue, ledit acide nucleique d'interet, dans la localisation 
choisie de leur genome. L'evenement de recombinaison homologue non 
5 reciproque du polynucleotide vers le chromosome peut ainsi etre detecte par 
I'observation du phenotype des cellules procaryotes ou eucaryotes 
recombinees, ledit phenotype etant confere par I'expression du gene 
marqueur, par exemple pour la production d'une proteine marqueur codee 
par le gene marqueur. La proteine marqueur peut etre une proteine de 

10 resistance a un antibiotique ou encore une proteine fluorescente. 

Selon un premier aspect prefere, I'acide nucleique d'interet qui est 
contenu dans le polynucleotide vecteur comprend un cadre de lecture ouvert 
codant une proteine d'interet therapeutique. La proteine d'interet 
therapeutique peut etre de toute nature. II peut s'agir par exemple d'une 

15 proteine choisie parmi les cytokines, les hormones ou encore les facteurs de 
croissance. 

Parmi les cytokines, on peut citer notamment les Interleukines, tels 
que TIL-1 , l'IL-2, TIL-3, l'IL-4, l'IL-5, l'IL6, l'IL-10 ou l'IL-12, ou encore d'autres 
facteurs cytokiniques tels que MG-CSF. 
20 Parmi les hormones, on peut citer notamment la LHRH. Parmi les 

facteurs de croissance, on peut citer notamment I'hormone de croissance 
humaine. 

La proteine d'interet therapeutique peut egalement etre une proteine 
ou un peptide antigenique susceptible, lorsqu'il est presente aux cellules du 
25 systeme immunitaire, d'induire la production d'anticorps a I'encontre d'un 
antigene, par exemple un antigene derive d'une bacterie ou d'un virus 
pathogene, ou encore induire la production de lymphocytes T-cytotoxiques 
specifiques d'un antigene derive d'un organisme pathogene, tel qu'un 
retrovirus comme le VIH-1 ou le VIH-2 ou le virus de i'hepatite virale, ou 
30 encore de lymphocytes T-cytotoxiques specifiques d'antigenes tumoraux. 

De preference, selon ce premier aspect prefere de i'acide nucleique 
d'interet, le cadre de lecture ouvert code pour une proteine d'interet 
therapeutique dont une surexpression est recherchee dans la cellule h6te. 

Selon un second aspect prefere, I'acide nucleique d'interet comprend 
35 un cadre de lecture ouvert interrompu par une sequence nucleotidique 



heterologue. Ce second aspect prefere de Tinvention est mis en oeuvre 
principalement lorsque Tinsertion ciblee de Tacide nucleique d'interet vise a 
remplacer, dans le chromosome cellulaire, au moins une partie de la 
sequence d'un gene par ledit acide nucleique d'interet, afin d'interrompre la 

5 sequence sauvage native dudit g£ne dans le chromosome et bloquer ainsi 
son expression. Un tel acide nucleique comprend au moins, de Textr§mite 5' 
vers Textremite 3\ (i) une premiere sequence nucleotidique identlque & une 
sequence du g§ne cible presente dans le chromosome, (ii) la sequence 
nucleotidique heterologue et (iii) une seconde sequence nucleotidique 

10 identique & une seconde sequence du gene cible dans le chromosome. Les 
sequences nucleotidiques (i) et (ii) , du fait qu'elles sont identiques a des 
sequences correspondantes dans le chromosome, permettent de cibler 
Tinsertion de Tacide nucleique d'interet dans ledit gene. 

Selon I'invention, la sequence nucleotidique heterologue (ii) consiste 

15 en une sequence nucleotidique qui n'est pas naturellement presente dans 
I'ADN cible vise. 

On utilisera en particulier ce second aspect pr§fere de Tacide 
nucleique d'interet de I'invention pour transfecter des cellules souches 
embryonnaires de mammiferes non humains, dans un proc£de de production 
20 d'animaux transgeniques dans lesquels le gene cible est interrompu et 
bloque dans son expression (animaux knock-out). 

Selon ce second aspect pr6fere, la sequence nucleotidique 
heterologue (ii) peut etre le gene marqueur defini pr6cedemment, tel qu'un 
gene codant pour une prot§ine de resistance aux antibiotiques ou encore 
25 une toute autre proteine detectable, telle qu'une proteine fluorescente 
comme la GFP(« Green fluorescent protein ») ou encore YFP (« Yellow 
fluorescent protein »), bien connues de Thomme du metier. 

Selon un troisieme aspect prefere, Tacide nucleique d'interet code 
pour un ARN antisens. On mettra en oeuvre ce troisieme aspect prefere de 
30 I'acide nucleique d'interet lorsque Pobjectif recherche est d'inhiber 
Texpression d'une proteine codee par un gene cible, TARN antisens ainsi 
produit hybridant specifiquement avec TARN messager constituant le produit 
de transcription du gene dont Tinhibition de Texpression est recherchee. 

Selon un quatrfeme aspect prefer^, le proc§de selon Tinvention est 
35 utilise pour introduire une ou plusieurs mutations dans une sequence 



genomique d'une cellule procaryote ou eucaryote, par exemple une ou 
plusieurs mutations ponctuelles correspondant chacune £ la substitution 
d'une base dans la sequence genomique ciblee initiate de la cellule 
procaryote ou eucaryote. Selon ce quatrieme aspect prefere, I'acide 

5 nucleique d'interet inclus dans le polynucleotide possede une sequence 
nucleotidique identique a celle de la sequence genomique ciblee, a 
I'exception de la ou des bases substitutes. 

De preference, selon ce quatrieme aspect prefere, les bases 
heterologues par rapport 3 la sequence cible du genome cellulaire, qui sont 

10 incluses dans I'acide nucleique d'interet, sont avantageusement localisees a 
proximite de la sequence marqueur de selection egalement incluse dans 
I'acide nucleique d'interet. 

De maniere tout a fait preferee, I'acide nucleique d'interet comprend, 
selon ce quatrieme mode de realisation, de 1 a 10 bases substitutes, 

15 distinctes des bases correspondantes de I'ADN cible vise. 

Ce quatrieme mode de realisation prefere est applique notamment 
pour corriger ou au contraire introduire des mutations specifiques, de 
maniere ciblee, dans des localisations predeterminees du genome cellulaire, 
par exemple dans des procedes d'obtention d'animaux transgeniques de 

20 type « knock-in ». 

Preferentiellement, I'acide nucleique d'interet inclus dans le 
polynucleotide comprend de plus une sequence nucleotidique a fonction de 
promoteur, fonctionnelle dans la cellule h6te procaryote ou eucaryote 
choisie, sous le controle de laquelle est place le cadre de lecture ouvert ou la 

25 sequence codant I'ARN antisens. Le type de promoteur sera choisi parmi les 
promoteurs connus, en fonction du type de cellules hotes choisies, 
procaryotes ou eucaryotes. 

A titre d'exemples, les promoteurs bacteriens pourront etre les 
promoteurs Lad, LacZ, les promoteurs de I'ARN polymerase du 

30 bacteriophage T3 ou T7, les promoteurs PR, ou PL du phage lambda. 

Les promoteurs pour cellules eucaryotes comprendront le promoteur 
de la thymidine kinase du virus HSV ou encore le promoteur de la 
metallothioneine-L de souris. 
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De maniere generate, pour le choix d'un promoteur adapte, I'homme 
du metier pourra avantageusement se referer a I'ouvrage de Sambrook et al. 
(1989) ou encore aux techniques decrites par Fuller et al. (1996). 

Selon encore un autre mode de realisation prefere de I'invention, le 
5 polynucleotide comprenant I'acide nucleique d'interet qui est utilis§ pour 
transfecter les cellules eucaryotes ou procaryotes, comprend une sequence 
nucleotidique marqueur, notamment un gene marqueur, par exemple une 
sequence nucleotidique codant une proteine marqueur, ladite sequence 
nucleotidique 6tant localisee, dans ledit polynucleotide, en dehors de la 
10 sequence nucleotidique de I'acide nucleique d'interet. Ce gene marqueur 
permet ais6ment la realisation de I'etape d) de selection du procede selon 
('invention. Selon ce mode de realisation prefere de I'invention, I'expression 
de la proteine marqueur codee par la sequence nucleotidique localisee en 
dehors de la sequence de I'acide nucleique d'interet permet de selectionner 
15 les cellules hotes procaryotes ou eucaryotes qui ont ete efficacement 
transferees par ledit polynucleotide, par exemple un plasmide ou tout autre 
vecteur, mais pour lesquels I'evenement de recombinaison homologue n'a 
pas eu lieu avec elimination des sequences nucleotidiques du 
polynucleotide, autres que celle de I'acide nucleique d'interet, par exemple 
20 avec elimination des sequences du vecteur autres que celles de I'acide 
nucleique d'interet a inserer. 

Selon le proc6de de Pinvention, le polynucleotide comprenant I'acide 
nucleique d'interet est un vecteur d'ADN . 

Par « vecteur d'ADN » au sens de la presente invention, on entend 
25 une molecule d'ADN circulaire ou lineaire qui est indiff^remment sous la 
forme simple-brin ou double-brin. 

De preference, le vecteur d'ADN selon I'invention est un vecteur dit 
« de clonage » susceptible d'etre r§plique dans up hote cellulaire choisi, par 
exemple une cellule bacterienne et encore plus specrfiquement une cellule 
30 d' Escherichia colt, afin d'en produire de grandes quantites dans les cellules 
hotes et qui serait utilise comme materiel de depart pour I'insertion ciblee, 
dans le genome cellulaire, de I'acide nucleique d'interet prealablement 
introduit dans celui-ci. 

Avantageusement, un tel vecteur comprendra, outre Tacide nucleique 
35 d'interet, egalement au moins une origine de replication fonctionnelle dans 



un h6te cellulaire choisi, par exemple dans une cellule h6te bacterienne, et 
encore plus specifiquement dans des cellules de Escherichia coli. 

Avantageusement, un te! vecteur comprend aussi la sequence d'un 
gene marqueur, par exemple un gene de resistance aux antibiotiques, 
5 permettant la selection des cellules notes, notamment des cellules notes de 
E.coli, qui ont ete transferees avec ledit vecteur, ces cellules transferees 
permettent, par leur culture dans un milieu de culture approprie, I'obtention 
de grandes quantites du vecteur. 

Avantageusement, un tel vecteur comprend aussi la sequence d'un 
10 gene marqueur fonctionnel dans la cellule hote dans laquelle on recherche 
I'insertion de I'acide nucleique d'interet par recombinaison homologue, la 
detection de l'expression dudit gene marqueur permettant la selection 
positive ou negative des cellules hotes ayant ete effectivement transferees 
avec ce vecteur. 

15 Une illustration preferee d'un tel vecteur constituant le polynucleotide 

comprenant 1'acide nucleique d'interet de ['invention est le vecteur pCUL- 

lacZ :kan dont le procede de construction est decrit dans les exemples. 

. On peut notamment avoir recours a des vecteurs capables d'inclure 

de grandes sequences d'insertion. Dans ce mode de realisation . particulier, 
20 on utilisera de preference des vecteurs de bacteriophage, tels: que les 

vecteurs de bacteriophage P1, comme le vecteur p158, ou encore le vecteur 

p158/neo8 decrits par Sternberg (1992, 1994). 

Les vecteurs bacteriens preferes selon I'invention sont par exemple 

les vecteurs pBR322(ATCC37017) ou encore des vecteurs tels que pAA223- 
25 3 (Pharmacia, Uppsala, Suede), et pGEM1 (Promega Biotech, Madison, Wl, 

ETATS-UNIS). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialises tels que les 
vecteurs pQE70, pQE60, pQE9 (Qiagen), psiX174, pBluescript SA, pNH8A, 
pNH16A, pNH18A, pNH46A, pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXTI, 
30 pSG(Stratagene). 

li peut s'agir aussi du vecteur recombinant PXP1 decrit par Nordeen 
SKetai. (1988). 

II peut encore s'agir. de vecteurs adenoviraux tels que I'adenovirus 
humain de type 2 ou 5. 
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Un vecteur recombinant selon I'invention peut aussi etre un vecteur 
retroviral ou encore un vecteur adeno-associe (AAV). De tels vecteurs 
adeno-associes sont par exemple decrits par Flotte et al. (1992), Samulski et 
al. (1989), ou encore McLaughlin BA et al. (1996). 

5 Selon un autre mode de realisation du polynucleotide comprenant 

Pacide nucleique d'interet, le vecteur d'ADN est un ADN lineaire double brin. 

[.'introduction du polynucleotide comprenant I'acide nucleique d'interet 
selon I'invention dans une cellule est realisee in vitro, selon les techniques 
bien connues de I'homme du metier pour transformer ou transfecter des 

10 cellules, soit en culture primaire, soit sous la forme de lignees cellulaires. 

Pour introduire les polynucleotides ou les vecteurs dans une cellule 
hote, rhomme du rn§tier pourra avantageusement se referer & differentes 
techniques, comme la technique de precipitation au phosphate de calcium 
(Graham et aL, 1973 ; Chen et ah, 1987), le DEAE Dextran (Gopal, 1985), 
15 1'electroporation (Tur-Kaspa, 1896), la microinjection directe (Harland et al., 
1985), ou encore les liposomes charges en ADN (Nicolau et aL, 1982, Fraley 
etaL, 1979). 

Le precede selon I'invention trouve une application preferee pour 
('insertion ciblee de i'acide nucleique d'interet dans une cellule bacterienne 
20 ou dans une cellule de mammifere, humaine ou non-humaine. 

Lorsque le precede selon ('invention est mis en oeuvre pour 
I'insertion cibtee d'un acide nucleique d ! interet dans le genome d'une cellule 
de mammifere, en particulier dans une localisation predeterminee du 
genome d'une cellule humaine, il s'integre en tant qu'etape particuliere de 
25 realisation d'un proc§de de therapie genique des cellules somatiques. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une 
anomalie (mutation, expression aberrante, etc) ou a assurer Pexpression 
d ! une proteine d'interet th6rapeutique par introduction d'une information 
genetique dans la cellule ou Torgane affecte. Cette information genetique 
30 peut etre introduite soit ex vivo dans une cellule extraite de Torgane, la 
cellule modifiee etant alors reintroduce dans I'organisme, soit directement in 
vivo dans le tissu approprie, Dans ce second cas, differentes techniques 
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existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant 
des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., 1967), d'ADN et 
de proteines nucleates (Kaneda et al, 1989), d'ADN et de lipides (Feigner et 
al, 1987), I'emploi de liposomes (Fraley et al., 1980), etc. Plus recemment, 

5 I'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu 
comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont ete testes pour leur capacite a 
infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, 
HMS, MMS, etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

10 Selon encore un autre aspect prefere, les cellules transferees a I'etape 

b) du procede de I'invention consistent en des cellules bacteriennes, telles 
que E. coli 

Selon un autre aspect prefere, les cellules transferees a I'etape b) du 
procede de I'invention consistent en des cellules de mammiferes non 
15 humains, telles que des cellules de souris ou de lapins, y compris les cellules 
souches embryonnaires de ia lignee ES, ou encore des cellules de.rats, de 
cobayes, de chiens ou de singes. 

. Selon un dernier aspect prefere de I'invention, les cellules transferees 
a I'etape b) du procede consistent en des cellules humaines, comme par 
20 exemple des cellules epitheliales, des cellules musculaires, des 
monocytes/macrophages ou encore des lymphocytes. 

La presente invention est en outre illustree, sans pour autant etre 
iimitee, a la figure unique et aux exemples suivants. 

La figure 1 illustre le schema experimental d'insertion d'un acide 
25 nucleique d'interet contenant le gene LacZ interrompu par un gene marqueur 
de resistance a la kanamycvine dans le genome d'une cellule de Escherichia 
coli. 

EXEMPLES 

30 

EXEMPLE 1 : Construction du vecteur pCUL-lacZ ::kan 

Le plasmide pCUL-LacZ ::kan a ete construit a partir d'un derive du 
vecteur bien connu pUC8 (decrlt par YANNISCH-PERRON et al.,1985) dans 
lequel I'origine de replication ainsi que le gene LacZ' ont ete retournes 
35 (vecteur pCUL-, cf Schumacher et al. 1998). Le gene LacZ a ete obtenu par 



traitement du plasmide Pbr329 a I'aide des endonucleases de restriction 
EcoRl « fill-in » et Fspl . Le fragment de 3000 bp ainsi obtenu a ensuite ete 
clone dans les sites Sapl (filled in) in Fspl du vecteur pCUL-. Le plasmide 
resultant (pCUL-LacZ) contient Torigine de replication ColEI, le marqueur de 
5 resistance a rarnpicilline ainsi que le gene lacZ en entier. Le gene de 
resistance a la Kanamycine, clone par PCR a partir du vecteur pUC4k 
(Pharmacia) a ete ensuite insert au site EcoRV du plasmide pCUL-LacZ 
pour donner naissance au plasmide pCUL-LacZ ::kan utilise dans la suite 
des experiences. 

10 

EXEMPLE 2 : Insertion ciblee, par recombinaison homoloque. d'un 
acide nucleique d'interet dans un genome cellulaire 

A. Materiel et Methodes. 
15 A.1 Traitement du vecteur par le N-AcO-AAF, 

Melange reactionnel : 

• ADN plasmidique: concentration finale de 0,5pg/pl dans du tampon 
citrate 2 x 10- 3 M, pH7. 
20 • N-AcO-AAF : concentration finale de 400(jg/ml dans de I'ethanol. 

On ajoute 60 pg d'ADN dans 114 pi de tampon citrate 2 x 10~ 3 M pH7, 
additionnee de 3 pi d'ethanoi a 100% ; 

On prechauffe la solution & 37°C ; 

puis on ajoute 3 pi de N-AcO-AAF (400 pg/ml) marqu6 au tritium ( 3 H). 
25 Temps de reaction : 4, 8, 20 minutes. 

On preleve 40 pi aux differents temps choisis. On arr§te la reaction 
par une §tape de precipitation de TADN avec 3 volumes d'ethanol/acetate de 
sodium & 0,16 M suivi de trois autres etapes de precipitation dans les memes 
conditions. 

30 On determine le pourcentage de bases modifiees en mesurant le 

nombre de moles de plasmide par spectrophotometrie UV et le nombre de 
moles d'AAF fixe, par comptage de la radioactivite p. 

Le r6sultat est exprime en pourcentage de bases modifte. Le temps de 
reaction est adapte en fonction de la taille du plasmide et du pourcentage de 

35 bases modifie souhaite. 



A.2. Realisation de la transfection des cellules de E.coli 
Les cellules de E.coli sont transformees selon le procede 
conventionnel d'electroporation en utilisant les conditions precoriisees par les 
constructeurs des appareils prevu pour cet effet (Gene Pulser de Biorad par 
5 exemple). 

A.3. Selection des clones cellulaires recombinants 
Dans I'exemple, les clones transformants sont selectionnes sur milieu 
LB-agar contenant de la Kanamycine (20ug/ml) et l'absence d'activite p- 
galactosidase (se traduisant par des colonies blanches au lieu de bleues), 
10 phenotype caracteristique d'un evenement de recombinaison non reciproque 
est visualise grace a la presence de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D- 
galactopyranoside) et d'lf^TG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) dans les 
boTtes. 

B. RESULTATS 

15 Les resultats sont representes dans le tableau 1 ci-apres. 



TABLEAU 1 



Nombre de lesions par plasmide 


. Frequence de recombinaison : 




colonies blanches/colonies totales 


OAAF 


<0.0096 a 




10426/0 b 


10AA2F 


0.056 




17819/10 


20AAF 


0.17 




9692/17 


33AAF 


0.32 




2301975 


43AAF 


1.41 




16554/237 


67AAF 


6.07 




1934/125 



a frequence de recombinaison homologue 



b nombre total de colonies/nombre de colonies recombinees. 
20 Les resultats presentes dans le Tableau 1 ci-dessus montrent 

clairement que la frequence de recombinaison homologue ciblee augmente 
en fonction du nombre de lesions produites par la modification chimique du 
plasmide (tableau 1). Ainsi, dans une souche sauvage pour les systemes de 
recombinaison, alors que .les evenements spontanes' de recombinaison 



homologue represented moins de 0,03% des §venements de transformation, 
la presence de 67 .lesions AAF sur ce plasmide conduit a Pobtention de plus 
de 6% de molecules recombinantes ciblees, soit une augmentation de plus 
de 1700 fois de la frequence de recombinaison. 

5 De plus, on a mis en evidence qu'avec le procede de I'invention, le 

mecanisme conduisant au ciblage du gene est un mecanisme de 
recombinaison homologue non r6ciproque au cours duquel la molecule 
plasmidique est perdue. Ceci permet de realiser un ciblage de gene tres 
efficace en une seule etape. Chez E. co//, ce procede a ete utilise pour 

10 construire plus de dix souches dans lesquelles differents genes ont et6 
interrompus. 

Ainsi, par exemple, ont ete construites des souches dans lesquelles 
certains genes impliqu§s dans la recombinaison (recF, recG, dinG), ont ete 
interrompus par des g£nes codant pour la resistance & des antibiotiques 
15 comme la tetracycline ou le chloramphenicol. Ce ciblage de gene a ete 
realise dans differents fonds genetiques comme par exemple dans des 
souches dont le systeme de reparation par excision (uvrABC dependant) 
etait inactive. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN 
dans la cellule pour inserer in vitro un acide nucleique d'interet au sein d'une 
sequence nucleotidique predeterminee presente dans un chromosome 

5 contenu dans une cellule procaryote ou eucaryote. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'agent 
mutagene est choisi parmi le N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO-AAF), 
un agent alkylant, le benzo(a) pyrene r diol-epoxyde (BPDE) ou encore un 
rayonnement UV. 

!0 3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que I'agent 

mutagene est le N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO-AAF). 

4. Procede pour inserer in vitro un acide nucleique d'interet inclus 
initialement dans un polynucleotide, au sein d'une sequence nucleotidique 
predeterminee presente dans un chromosome contenu dans une cellule 

15 procaryote ou eucaryote, caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

a) mettre en contact le polynucleotide comprenant I'acide nucleique 
d'inter§t avec un agent mutagene bloquant la replication de I'ADN dans la 
cellule ; 

b) transfecter des cellules procaryotes ou eucaryotes avec le 
20 polynucleotide tel qu'obtenu a la fin de I'etape a) ; 

c) selectionner les cellules procaryotes ou eucaryotes pour lesquelles 
I'acide nucleique d'interet a ete integre dans la sequence nucleotidique 
predeterminee. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il comprend 
25 en outre I'etape suivante : 

d) selectionner parmi les cellules procaryotes ou eucaryotes selectionnees 
a I'etape c), les cellules dans lesquelles les sequences du polynucleotide, 
autres que celle de I'acide nucleique d'interet, ont ete eliminees. 

6. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que I'agent 
30 mutagene est choisi parmi le N-acetoxy-2-acetylaminofluorene (N-AcO-AAF), 

un agent alkylant, le benzo(a) pyrene-diol-epoxyde (BPDE) ou encore un 
rayonnement UV. 

7. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que I'agent 
mutagene est le N-acetoxy-2-acetyIaminofluorene (N-AcO-AAF). 




8. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'a I'etape a), 
j e N-AcO-AAF est mis en contact avec le polynucleotide comprenant I'acide 
nucleique d'interet a une concentration adaptee a la fixation d'au moins 10 
molecules de N-AcO-AAF par molecule du polynucleotide. 

5 

9. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la 
concentration de N-AcO-AAF est adaptee a la fixation d'au moins 50 
molecules de N-AcO-AAF par molecule du polynucleotide. 

10. Procede selon Tune des revendications 4 a 9, caracterise en ce 
10 que I'acide nucleique d'interet a inserer dans le genome de la cellule 

procaryote ou eucaryote, qui est inclus dans ledit polynucleotide, comprend 
respectivement, a son extremite 5' et a son extremite 3', des sequences 
ayant un haut degre d'identite avec les sequences correspondantes 
localisees aux extremites 5' et 3' de IADN cible contenu dans le 
15 chromosome. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que les 
sequences localisees respectivement a I'extremite 5' et a I'extremite 3" de 
I'acide nucleique d'interet sont identiques aux extremites respectivement 5' et 
3' de "PADN cible contenu dans le chromosome. 

20 12. Procede selon i'une des revendications 4 a 11, caracterise en ce 

que I'acide nucleique d'interet inclus dans ledit polynucleotide comprend une 
sequence nucleotidique marqueur de selection. 

13. Procede selon I'une des revendications 4 a 12, caracterise en ce 
que I'acide nucleique d'interet comprend un cadre de lecture ouvert codant 

25 une proteine d'interet therapeutique. 

14. Procede selon I'une des revendications 4 a 12, caracterise en ce 
que I'acide nucleique d'interet comprend un cadre de lecture ouvert 
interrompu par une sequence nucleotidique heterologue. 

15. Procede selon I'une des revendications 4 a 13, caracterise en ce 
30 que I'acide nucleique d'interet code pour un ARN antisens. 

16. Procede selon I'une des revendications 13 a 15, caracterise en ce 
que I'acide nucleique d'interet comprend de plus une sequence nucleotidique 
a fonction de promoteur, fonctionnelle dans la cellule h6te procaryote ou 
eucaryote choisie, sous le controle de laquelle est place le cadre de lecture 

. 35 ouvert ou I'ARN inclus dans ledit acide nucleique d'interet. 



I 



17. Procede selon Tune des revendicatlons 4 a 16, caracterise en ce 
que le polynucleotide comprenant I'acide nucleique d'inter§t comprend une 
sequence nucleotidique marqueur localisee, dans ledit polynucleotide, en 
dehors de la sequence nucleotidique de I'acide nucleique d'interet. 
5 18.. Procede selon Tune des revendications 4 a 17, caracterise en ce 

que le polynucleotide comprenant I'acide nucleique d'interSt est un vecteur 
d'ADN. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que le 
vecteur d'ADN est un plasmide bacterien. 
10 20. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que le 

vecteur d'ADN est un ADN lineaire double brin. 

21. Procede selon I'une des revendications 4 a 20 caracterise en ce 
que les cellules transferees a I'etape b) consistent en des cellules 
bacteriennes. 

15 22. Procede selon. I'une des revendications 4 a 20, caracterise en ce 

que les cellules transferees a I'etape b) consistent en des cellules de 
mammifere non humain. 

. 23. Procede selon I'une des revendications 4 a 20, caracterise en ce 
que les cellules transferees a I'etape b) consistent en des cellules 

20 humaines. 
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Plasmide contenant le gene cible interrompu: 
pCtJL-LacZ::kan 
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